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对多发性骨髓瘤细胞株 U266 细胞增殖和凋亡的影响，并探讨其可能机制。 
方法：采用台盼蓝拒染法、四氮唑蓝(MTT)比色法检测 SAHA 对 U266 细胞增
殖的影响；Hoechst33342 染色检测凋亡细胞的形态；AnnexinV 和 PI 染色后应用
流式细胞仪检测 SAHA 作用 U266 细胞的凋亡率；Western-blot 方法检测组蛋白






作 用 U266 细 胞 凋 亡 率 24h 分 别 为   (2.83±0.87)% 、 (10.00±0.87)% 、





结论：SAHA 抑制多发性骨髓瘤细胞株 U266 细胞增殖并诱导凋亡，SAHA
可以促进组蛋白 H3 乙酰化水平升高，并且促进 p21 蛋白表达增加。SAHA 对
U266 细胞 p38MAPK 信号通路不产生影响。 
















OBJECTIVE:To investigate the effects of suberoylanilide hydroxamic acid(SAHA) 
on proliferation and apoptosis of multiple myeloma cell line U266 cells in vitro and 
explore its possible mechanism. 
METHODS: The cell proliferation was measured by trypan blue exclusion 
method and MTT assay; the apoptotic morphological change was observed with 
Hoechst33342 staining;the AnnexinV and PI staining was used to detect the apoptotic 
rates by flow cytometry;the expression of acetyl-H3 and cyclin-dependent kinase 
inhibitor p21 protein as well as the p38 MAPK-associated protein were detected by 
Western-blot analysis.  
RESULTS: Trypan blue exclusion assay and MTT assay simultaneous indicated 
the proliferation rate of U266 cells was decreased in SAHA-treated group in a 
time-dose dependent manner. Obvious karyopyknosis and nuclear fragmentation as 
well as a lot of apoptotic cells could be seen in SAHA-treated group through 
fluorescence microscope by Hoechst 33342 staining.And the AnnexinV and PI 
staining showed SAHA can induce apoptosis of U266 cells， treatment with 
SAHA(0.5、l、2 and 4umol/L)for 24h，the apoptotic rates of U266 cells were 
(2.83±0.87)%、(10.00±0.87)%、(18.97±1.19)% and (31.47±1.66)% respectively， 
treatment with SAHA(0.5、l、2 and 4umol/L)for 48h，the apoptotic rates of U266 cells 
were (10.37±0.65)%、(24.33±2.11)%、(30.37±2.97)% and (57.7±2.45)% respectively， 
in a time-dose dependent manner. The Western blot analysis indicated a time-dose 
dependent up-regulation of acetyl-H3 and p21 protein in U266 cells with the 
treatment of SAHA，while no significant changes were detected on the expressions of 
p38MAPK-associated proteins. 
CONCLUSION:SAHA is able to inhibit the proliferation of multiple myeloma 
cell line U266 cells and induce their apoptosis， SAHA elevated both the level of 
acetylation on histone H3 and the expression of p21 protein in U266 cells. There are 
no changes on the p38MAPK pathway. 

















MM         multiple myeloma                  多发性骨髓瘤 
HAT        Histone acetylase                    组蛋白乙酰基转移酶 
HDAC       Histone deacetylase                 组蛋白去乙酰化酶 
HDACI      Histone deacetylase inhibitor          组蛋白去乙酰化酶抑制剂 
PBS        Phosphate-bufferd saline              磷酸缓冲盐溶液 
SAHA       suberoylanilide hydroxamic acid       辛二酰苯胺异羟肟酸 
MTT    3-[4，5-dimehyl-2-thiazolyl]-2，5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide 
甲基噻唑基四唑(商品名，四氮唑蓝) 
PI          Propidium  Iodide                    碘化丙啶 
MAPK       Mitogen-activated protein kinase       有丝分裂原激活蛋白激酶 
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bp 的 DNA 区段和多个组蛋白组成的大分子复合体。其中大约 146 bp 的 DNA 区
段与八聚体(H2A、H2B、H3 和 H4 各两分子)的组蛋白组成核小体的核心颗粒，

































化状态与细胞重要生命活动密切相关。其直接影响 DNA 复制后的组装、DNA 的修
复[6-8]。DNA 损伤后的修复 大的障碍就是组装为致密结构的核小体。Masumoto 
H 等[9]发现组蛋白 H3 乙酰化的缺失导致细胞对那些有基因毒性的物质变得更加
敏感。乙酰化的 H3 对 DNA 修复至关重要。在没有 DNA 损伤的情况下，乙酰化
H3 在细胞有丝分裂的 G2 期就会消失。在存在 DNA 损伤的情况下，乙酰化 H3




Agrawal-Singh S 等[10]对急性髓细胞白血病全基因组的分析表明，与 CD34(+)的
前体细胞相比，白血病细胞大量基因的核心启动子区域 H3 存在着显著的低乙酰
化状态，提示在急性髓细胞白血病细胞当中大量基因处于表观遗传学沉默，其低
表达直接与临床病人较差的预后相关联。Kanao K 等[11]对 44 例肾细胞癌标本进
行免疫组化分析显示，较非肿瘤组织，癌组织的乙酰化 H3 表达减低了达 85%之
多，而且这种降低直接与肿瘤较高的病理学分期及肿瘤细胞核较高的分级相关
联。所以，增加组蛋白 H3 乙酰化水平成为治疗肿瘤的一个潜在的靶点。 
HDAIs 类药物作为 HDACs 的抑制剂，通过抑制 HDACs 使组蛋白和多种非
组蛋白乙酰化，改变染色质结构，调节肿瘤细胞增殖、凋亡、细胞周期等相关基









HDACIs。它比 HMBA 具有更高的生物活性， 对肿瘤细胞的杀伤作用已经降低至















的多种亚型出现明显下调，同时伴有癌基因 c-myc 表达下调，而抑癌基因 p53 和
Rb 表达增加。此研究中也发现，多种亚型的 HDACs，包括 HDAC1、HDAC2、
HDAC3、HDAC4，在结肠癌组织中显著高于正常的结肠组织。其中 HDAC1、
HDAC2、HDAC3 属于Ⅰ型 HDACs 当中的亚型，HDAC4 属于Ⅱ型 HDACs 当中
的亚型。SAHA 作为一种广泛的 HDACs 的抑制剂，能够对上述各种类型的
HDACs 产生显著地抑制作用。所以在这个研究中，SAHA 对结肠癌发挥了很强




SAHA 的作用可以明显增加这些细胞 caspase 3 的表达，但是紫杉醇没有这样的
效应。而且对紫杉醇耐药的细胞株也对 SAHA 的作用很敏感。SAHA 还可以降

















































丝裂原活化蛋白激酶( mitogen-activated protein kinase， MAPK) 级联信号通
路是将细胞外刺激信号，如药物、生长因子、细胞因子以及各种刺激传入细胞内
的重要信号通路。Kyriakis JM[28]等指出在哺乳动物细胞 MAPK 通路主要有：细
胞外信号调节激酶( extracellular signal regulated kinase， ERK)通路、p38MAPK
通路、c-jun 氨基末端激酶( c-jun N terminal kinase， JNK) 通路和 ERK5 通路。
其中，p38MAPK 是 MAPK 家族中的重要成员，它的激活能够诱导细胞凋亡。
de la Cruz-Morcillo MA 等[29]用大肠癌细胞系研究 5-氟尿嘧啶的抗肿瘤作用时，
发现 p38MAPK 信号通路发挥着至关重要的作用。5-氟尿嘧啶通过 p38MAPK 信
号通路诱导大肠癌细胞凋亡，但是这种作用可以被 p38MAPK的抑制剂 SB203580
所消除，或者利用 shRNA 敲除 p38MAPKα，这种诱导凋亡的作用也会被消除。
Nakahara T 等[30]发现 p38MAPK 通路的激活可导致神经细胞凋亡， 而 ERK 通路
的激活则抑制凋亡。Portanova P 等[31]在用 SAHA 作用于人类结肠腺癌细胞 HT-29















的活化。但是 Yu C 等[32]的研究却显示，单用 SAHA 作用于白血病 K562 细胞，
可以显著抑制 ERK 信号通路的激活，但是对 p38MAPK 信号通路的影响甚微。
我们在前期研究中已经发现 SAHA 同样能够抑制 U266 细胞当中 ERK 信号通路
的激活，但是对于 SAHA 对于 U266 细胞 p38MAPK 信号通路的影响，还有待于
进一步研究。 
  我们在本研究中以多发性骨髓瘤细胞系 U266 为靶细胞研究 HDACIs 类药
物 SAHA 对该细胞增殖及凋亡的影响，并通过检测 SAHA 对该细胞株组蛋白 H3
乙酰化水平、p21 蛋白表达及 p38MAPK 通路相关蛋白表达的影响，分析 SAHA



























































流式细胞仪                            美国Beckman Coulter公司 
酶标仪（680型）                       美国BIO-RAD公司 
CO2培养箱                             Thermo Forma Inc 
蛋白电泳槽                            Bio-RAD Inc US 
水浴温控仪                            上海精宏实验设备有限公司 
电子天平                              梅特勒-托利多上海有限公司 
荧光显微镜                            Nikon 
微量可调加样器                        Eppendorf 
96孔培养板                            Nest 
24孔培养板                            Nest 
6孔培养板                             Nest 
25mm2细胞培养瓶                       Nest 
生物净化工作台                       苏州净化设备有限公司 
微孔滤器                             美国Millipore公司 
冰箱                                 青岛海尔集团 
净化工作台                           Captair 
紫外分光光度仪（DU650型）           美国Beckman公司 
超低温冰箱（ULT-1386-3V型）          美国Thermo公司 
电热恒温水浴箱                       上海精宏实验设备有限公司 
PH计（VB-7型）                      DENVER 
磁力加热搅拌器（79-1型）              国华 
电子天平（TE212-L型）                Sartorius 
高速低温离心机（5413R）              德国Eppendorf公司 
台式低速离心机（L420）               长沙湘仪离心机仪器有限公司 
迷你离心机（LX-200）                 海门其林贝尔仪器制造有限公司 
生物安全柜(SG-403)                   美国BAKER公司 
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